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Resumen

“SOBRE-EXPRESION DE BCL2 COMO FACTOR PRONOSTICO DE
SOBREVIDA EN PACIENTES PEDIATRICOS CON ASTROCITOMA”
Antecedentes Los tumores cerebrales representan el tipo de tumor s6lido mas frecuente en
la edad pediatrica. La sobrevida de los pacientes con astrocitoma, es actualmente de menos
del 50% a Safios. La identificacion de otros factores asociados al prondstico permitira
adecuar el tratamiento de estos pacientes. Bcl2 es una proteina involucrada en la inhibicion
de la apoptosis y la sobreexpresion de la misma se ha observado en diferentes tumores, en
los del sistema nervioso central, se ha relacionado con histologias desfavorables y con
quimio y radio resistencia sin embargo estos estudios se han realizado Unicamente en
adultos. Pregunta de investigacion ;La sobre-expresion de BCL-2 es un factor prondstico
para la sobrevida y respuesta tumoral en pacientes pedidtricos con astrocitoma? Objetivos
Identificar si la sobreexpresion de Bcl2 es un factor pronostico para la sobrevida y la
respuesta tumoral en pacientes pediatricos. Material y métodos Cohorte analitica Se
revisaron expedientes de 1995 a 2005 de pacientes en quienes se diagnostico astrocitoma y
se realizd6 inmunohistoquimica para determinacién de sobreexpresion deBcl2. Se realizaron
curvas de sobrevida global, con y sin expresion de BCI2 a 1 y 5 afios por método de
Klaplan y Meier y se determindé mediante Log rank Test si existio significancia estadistica.
Resultados Se estudiaron 38 pacientes, trece de los cuales (34.2%) sobre expresaron Bcl2 y
25 (65.7%) no lo expresaron. La sobreexpresion del oncogén Bcl2, aquellos con Bcl2
positivo tuvieron una sobrevida de 29% mientras que los pacientes que no lo sobre
expresaron la sobrevida fue de 64%, p= 0.97. Discusion El entendimiento biomolecular de
estos tumores, nos dicta la pauta terapéutica; la sobreexpresion de BCL2, aunado a la
biopositividad de otros marcadores, nos puede determinar el empleo de un esquema de
quimioterapia mas intensivo con respecto de lo pacientes con tumores que sean negativos a

estos marcadores.



ANTECEDENTES

Los tumores cerebrales representan el tipo de tumor sélido mas frecuente en la edad
pediatrica. A nivel mundial, la incidencia se encuentra entre 10 y 18 casos por millén por
afio. La frecuencia de presentacion de los tumores cerebrales es del 12%".

Los mas frecuentes son los que se derivan de la glia hasta en un 60% y de estos los
astrocitomas "2,

La expectativa de vida de acuerdo a la SEER (Surveillance, Epidemiology, End Result) a
los 5 afios es de 50%.’.

Respecto del cuadro clinico no existen signos o sintomas patognomonicos, sino que estos
de manera inicial van en relacion al incremento de la presion intracraneal y la localizacion
de la tumoracién®,

El diagnostico se complementa con imagen de resonancia magnética, que es el estudio de
eleccion para estos pacientes”.

El diagnostico histopatolégico se obtiene por estudio de microscopia de luz e
inmunohistoquimica del espécimen obtenido por biopsia estereotaxica o por reseccion total
o subtotal®,

El tratamiento es multidisciplinario e involucra neurocirugia, radioterapia y quimioterapia

neoadyuvante’.

El conocimiento de los factores prondsticos, permite adecuar el tratamiento a estos
pacientes. A pesar de que se conocen algunos factores pronosticos, continua habiendo un
grupo de pacientes con evolucion desfavorable, por lo que es importante determinar los
factores que llevan a un peor pronostico y de esta manera diferenciarlos y tratarlos de una

manera mas intensiva.

Los factores de mal prondstico ya conocidos son: edad menor de 3 afios, ya que a estos

pacientes no se les puede ofrecer radioterapia, asi como localizacion e histologia.

Por localizacion se ha descrito peor pronodstico en pacientes con tumoracion en tallo

cerebral, debido a que ,el acceso quirtrgico se limita tinicamente a realizacion de biopsia, la



vascularizacion de estos tumores es baja, por lo que la penetrancia de la quimioterapia es

limitada, y la baja fraccion de crecimiento conlleva a una mala respuesta a quimioterapia.

En México se observo que los pacientes con astrocitomas en cerebelo y aquellos con bajo
grado de malignidad tienen mejor prondstico que los pacientes con tumoracion en tallo

cerebral y/o alto grado de malignidad ®

Los indicadores histoldégicos de anaplasia y por lo tanto de malignidad son: la atipia
nuclear, el namero de mitosis, la proliferacion vascular y la presencia de necrosis’. La
supervivencia media de los pacientes con astrocitomas, segin la clasificacion de la OMS,
es de 5 a 7 afos para los de grado I, de 2.5 a 3 afios para el grado II, de 1,5 a 2 afios para el
grado III, y de 1 afio menos para el grado IV'’. Con la introducciéon de la quimioterapia
neoadyuvante, la sobrevida se ha visto incrementada, en particular con el esquema de

quimioterapia utilizando tres drogas (ifosfamida, carboplatino y etoposido)'’.

Se han identificado también diversos marcadores biomoleculares que influyen en el
pronostico de estos pacientes. Entre ellos los factores de crecimiento celular que son
proteinas que en condiciones fisiologicas regulan el crecimiento y la diferenciacion celular.
La sobre expresion de estos se asocia por lo general a una mayor agresividad biologica, y
su identificacion ha permitido el disefio de nuevas estrategias terapéuticas'’. La
sobreexpresion del antigeno Ki67, ha sido demostrada como factor de mal prondstico, ya
que reconoce una proteina que es expresada en todas las fases del ciclo celular, excepto ,en
las fases GO y fases tempranas de G1, haciendo a los tumores que sobre expresan esta
proteina de alta proliferacion por lo tanto mas agresivos 3 La expresion de CDI133 o
(prolamina) ha demostrado ser también un factor prondstico ya que es un marcador de
superficie celular que se expresa en las células troncales que tienen la capacidad de inhibir
la apoptosis y favorecer la angiogénesis, por lo que los tumores, que sobre expresan dicha
proteina, son mas agresivos'®. La determinacion de P53 también ha demostrado ser un
marcador de mal prondstico en pacientes con astrocitoma ya que el estar mutada 6 sobre

expresada, permite a la célula dafiada evadir la apoptosis.”’ Actualmente a histopatologia



convencional parece quedar limitada y por lo tanto ya no puede ser considerada como

suficiente para realizar el diagnostico y pronostico de estos pacientes.

Otro campo de estudio, respecto del pronéstico de pacientes con tumores cerebrales
corresponde al estudio de altercaciones en la apoptosis o muerte celular programada. Los
mecanismos que regulan la muerte celular, son esenciales para el normal desarrollo y
mantenimiento de la homeostasia en los tejidos'®. Las células crecen controladamente,
gracias a la expresion de genes, que inducen sefiales de muerte en estadios definidos de

. .., , o1, . . 1
diferenciacion y en respuesta a estimulos fisiologicos determinados'’

Debido a que la apoptosis puede considerarse como un proceso de eliminacion de células
defectuosas, la desregulacion de los genes que codifican las proteinas relacionadas con la

. . 1
apoptosis, puede ser la causa del desarrollo de diversos tumores'®.

El bel-2 (B cell leukemia/lymphoma 2 gen) fue el primer proto oncogén detectado. El
oncogén bcl2 estd localizado en el cromosoma 18, funciona como un supresor de la

apoptosis y puede promover la transformaciéon neoplasica'’.

El gen bcl-2 forma parte de una familia de genes que intervienen en la regulacion de la
supervivencia de la célula. Los miembros de la familia bcl-2 estan integrados por: Bcl-2,
Bax, Bad, Bcl-X1, Bcl-Xs, Mecl-1.%° El destino de una célula de morir o sobrevivir esta
determinado por las diferencias en la expresion de estas proteinas, actuando algunas como

C g e e ~ .21
promotoras y otras como inhibidoras de las senales de apoptosis” .



Regulacién de la apoptosis por la familia Bcl-2.

Las alteraciones en este gen pueden provocar, un aumento en la expresion de la proteina
citoplasmatica Bcl-2, que origina inhibicion de la apoptosis y da por resultado la

supervivencia de la célula transformada®.

Esta proteina, facilita el aumento de la supervivencia de la célula transformada y de este
modo aumenta la posibilidad de futuras aberraciones genéticas, que pueden conducir a la

progresion maligna®.

Estda demostrado que la sobreexpresion de la proteina Bcl-2 en linfomas inducidos
experimentalmente, se asocia con la proliferacion neoplasica por los efectos inhibitorios de

Bcl-2 sobre las vias de apoptosis®.

La expresion de este gen o de su proteina, en algunos tipos de cancer es un marcador de

mal prondstico.”

Se han realizado diversos estudios para valorar, la relacién de la expresion de este gen con

el prondstico en pacientes con astrocitomas.



En 2002, Tyagi, en la India realizo un estudio, en el cual compar6 la expresion de Bcl2 en
pacientes con tumores primarios del SNC, encontrando mayor expresion de esta proteina

. 2
comparada con pacientes sanos. 6

Stregh en 2008 demostrd que la alteracion en Bcel2 se correlacionaba con resistencia a
quimioterapia y por lo tanto con mal pronéstico, en pacientes adultos con glioblastoma

multiforme.?’

Liu en 2007, realizé marcadores tumorales con técnica de inmunohistoquimica, entre ellos
Ki67, P53 y Bcl2, en pacientes adultos con diagnostico de astrocitoma de alto grado,

., . . 7 . 28
encontrando que la expresion de estos marcadores es importante para carcinogénesis.



JUSTIFICACION:

La sobrevida de los pacientes con astrocitoma de alto grado es actualmente de menos del
50% a 5 afios en nuestro Hospital. Continta habiendo un grupo de pacientes con evolucion
desfavorable, por lo que la identificacién de diversos factores prondstico es importante.
Recientemente se han estudiado diversos factores que determinan un pronostico
desfavorable para los pacientes con tumores cerebrales en pediatria, como el Ki67, cuya
sobre-expresion se relaciona con tumores de alta proliferacion celular; asi mismo, el CD133
y el P53 en los cuales la sobreexpresion de los mismos se ha asociado con mal pronodstico,
el primero por ser un marcador de superficie celular muy relacionado con la angiogénesis y
el segundo por alterar el ciclo celular manteniendo a la célula en fase G1. La identificacion
de otros factores asociados al pronostico permitira adecuar el tratamiento de estos
pacientes, siendo mas agresivo para aquellos con marcadores sobre-expresados, y mas

conservador para aquellos pacientes con mejor prondstico.
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Planteamiento del problema

La comportamiento biolégico de los pacientes con diagnostico de astrocitoma ha dado pie a
la busqueda de diferentes factores pronosticos ya que se ha observado que tumores que
histolégicamente son idénticos se comportan de manera diferente. En nuestra poblacion se
han estudiado diferentes marcadores entre los que se encuentran p53, AKT, Ki67 y CD133,
los cuales han demostrado ser de mal prondstico en nuestros pacientes.

Bcl 2 es una proteina involucrada en la inhibicion de la apoptosis y la sobreexpresion de la
misma se ha observado en diferentes tumores, en los del sistema nervioso central se ha
relacionado con histologias desfavorables sin embargo estos estudios se han realizado
unicamente en adultos. Ya se ha comprobado que los astrocitomas de adultos y de nifios
son diferentes, por lo que consideramos importante conocer si la sobreexpresion de esta

proteina tiene asociacion con el prondstico en poblacion pediatrica.

La sobre-expresion de Bcl2 es un factor prondstico para la sobrevida en pacientes

pediatricos con astrocitomas?

11



Objetivos Generales

Identificar si la sobreexpresion de Bcl2 es un factor prondstico para la sobrevida en

pacientes pediatricos.
Objetivos secundarios
1. Comparar la sobrevida a 1 y 5 afios del diagnostico de los pacientes pediatricos con
astrocitoma que sobre expresan y no Bcl2.

2. Determinar si existe asociacion entre Bcl2 e histologia en pacientes pediatricos con

diagnostico de astrocitoma

12



Hipotesis

e La sobreexpresion de Bel2, en pacientes pediatricos con diagnostico de astrocitoma,

se asocia con una sobrevida 30% menor comparado con quienes no lo sobre-

expresan.

e La sobre-expresion BCI-2 se asociard con histologia desfavorable (G Il o IV de la

clasificacion de la OMS)
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MATERIAL Y METODOS

Lugar
Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional Siglo XXI

Tipo de estudio

Cohorte analitica retrolectiva

Tamaiio de muestra

Por conveniencia. En el hospital de pediatria UMAE CMN SXXI se cuenta con un
laboratorio de investigacion en tumores del sistema nervioso central, en el cual se
encuentran muestras ultra congeladas de aproximadamente 53 pacientes, de estas muestras,
10 son astrocitomas.

Ademas en el servicio de patologia se encuentran los bloques de parafina de 50 pacientes

con diagnostico de astrocitoma.

Criterios de inclusion:

1. Pacientes menores de 16 afios con diagnostico de astrocitoma establecido en el
servicio de Patologia del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo
XXI.

2. Pacientes cuyos datos necesarios para la hoja se recoleccidon se encontraron en el
expediente.

3. Pacientes en quienes se realizd biopsia-reseccion y tenian con bloque de parafina en
el servicio de patologia del HP CMN Siglo XXI, o que contaron con muestra fresca
congelada en el laboratorio de tumores cerebrales del HP CMN SXXI

4. Pacientes que completaron tratamiento en el servicio de Oncologia del hospital de

Pediatria de acuerdo a protocolo.

14



Criterios de exclusion

1. Pacientes que abandonaron tratamiento

Criterios de eliminacion

1. Pacientes en los que el material tumoral obtenido del bloque de parafina no fue

suficiente para establecer la presencia 6 no de la sobreexpresion de Bcl2.

15



VARIABLES

Variable Definicion operacional Tipo de variable | Escala de medicion Unidades de medicion
] Numero de meses que viven los
Tiempo de . ) )
) pacientes luego del diagnostico de . o .
sobrevida . ] | Dependiente Cuantitativa continua | Meses
lobal astrocitoma realizado por el servicio
globa
de patologia de HPCMNXXI
Respuesta
completa:100%
desaparicion del tumor
Respuesta parcial: 50
a  99% reduccion
. . tumoral
Porcentaje de reduccion tumoral
Respuesta  al . _ o _ Enfermedad estable:
) posterior a 2 y 4 cursos de | Dependiente Cualitativa ordinal
tratamiento o ) ) menos de 50% de
quimioterapia evaluados por medio )
) ] reduccion tumoral
de resonancia magnética
Enfermedad
progresiva: mas de
25% de progresion
tumor
Cuando el resultado de Ia
determinacion de Bcel2 en la prueba
Sobreexpresion | de inmunohistoquimica sea mayor
) o ] Presente
de Bcl2 del 10% de todas las célula | Independiente Cualitativa nominal
o Ausente
tumorales. La determinacion se
realizaré en el laboratorio de tumores
de SNC del HPCMNSXXI.
Localizacion de .
) . ) Supratentorial
la tumoracion Sitio anatomico donde se encuentra _ o _
_ Confusion Cualitativa nominal Tallo
la tumoracion.
Cerebelo
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) Porcentaje de la tumoracion resecada Biopsia
Porcentaje  de | : : : L : g :
) quirargicamente descrita en la hoja | Confusion Cualitativa nominal Reseccion parcial

reseccion. L .
postquirurgica. Reseccion total
Reportado por el servicio de I ,astrocitoma difuso
patologia, en relacion al porcentaje 11, astrocitoma fibrilar

) de anaplasia encontrado en el . o . [ITAstocitoma

Histologia . ) Confusion Cualitativa ordinal .
espécimen de la tumoracion por anaplasico
estudio histopatologico, de acuerdo a v Glioblastoma
la clasificacion de la OMS’. multiforme
Edad del paciente que se encuentra

Edad registrada en el expediente al | Universal Cuantitativa continua | Meses
momento del diagnostico.
Genero que se encuentra registrado _ o _ Masculino

Sexo . Universal Cualitativa nominal )
en el expediente. Femenino

Descripcion general del estudio

Se revisaron todos los expedientes de 1995 a 2008 del Hospital de Pediatria, de los
pacientes en quien en este hospital se realizd diagndstico de astrocitoma. Se registraron los
datos en la hoja de recoleccion. Ademas se recabaron los bloques de parafina o muestra
congelada en fresco, a los cuales se realizd técnica de inmunohistoquimica para

determinacion de sobreexpresion de la proteina Bcl2. Ver anexo

Analisis estadistico:

Para las variables cuantitativas continuas se utilizd mediana como medida de tendencia
central y valor minimo y maximo como medidas de dispersion.

Para las variables cuantitativas discretas se utilizd mediana como la medida de tendencia
central y valor minimo y maximo como medidas de dispersion.

Para las variables cualitativitas se utilizaran moda y frecuencias simples.
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Inferencial

Se realizaron curvas de sobrevida global a 1 y 5 afios de acuerdo al método de Kaplan y
Meier para determinar porcentaje de sobrevida en cada grupo (astrocitomas que sobre
expresan y no Bcl2) y posteriormente se determind mediante Log rank Test si existio

significancia estadistica.

FACTIBILIDAD.
Recursos humanos:
Tesista médico residente oncologia pediatrica.
Tutor médico adscrito.
Co Tutor maestro en ciencias medicas
Médico patdlogo e histotecndlogo
Recursos materiales
Hojas blancas, lapices, computadora, paquete estadistico, SPSS version 15.
Impresora, reactivos para realizacion de inmunohistoquimica.
Recursos financieros.
No se requiere financiamiento, los gastos que se generados seran cubiertos por el

laboratorio de investigacion en tumores del sistema nervioso central.

Aspectos éticos

Este estudio de acuerdo a la Ley General de Salud es un estudio sin riesgo por lo que no
requirid de hoja de consentimiento informado. Por otra parte cumple con los principios
éticos de investigacion de justicia, beneficencia y autonomia.

Para los pacientes cuya muestra se encuentra en el laboratorio de investigacion en tumores

del sistema nervioso central, se cuenta con consentimiento informado de todos los padres o

tutores, para la realizacion de estudios moleculares en el tejido tumoral ultracongelado.

18



RESULTADOS

Se estudiaron 47 pacientes, de los cuales se excluyeron 7, por no contar con los datos
necesarios en el expediente y en 2 en los que la muestra de tejido no fue suficiente para
realizar la técnica de inmunohistoquimica, por lo que se reportan los resultados de 38
pacientes.

La mediana de edad en los pacientes estudiados, fue de 5 afnos, con un rango de 3 a 16 afios.

La razén hombre mujer fue de 0.9:1 (18 hombres: 20 mujeres)

En cuanto a histologia 29 pacientes (76.3%), correspondieron a astrocitomas de bajo grado
(12 (31.5%) astrocitoma fibrilar y 17 (44.7%) a astrocitoma difuso) y 9 astrocitomas de
alto grado 7(18.4%) fueron astrocitomas anaplasicos y 2 (5%) glioblastomas multiformes.
Por localizacion, 14 (36%) fueron supratentoriales, 15 (39.4%) infratentoriales y 9(23.6%)
en tallo cerebral.

De acuerdo al tipo de cirugia realizada, a seis pacientes (15%) se les realizo biopsia, a 22
(57.8%) reseccion parcial y a 10 (26.31%) se realizo reseccion total.

Respecto del estado actual, 23 pacientes estan vivos (60.5%) y 15 pacientes (39.5%) han
fallecido; de acuerdo a la histologia, de los 29 pacientes con astrocitoma de bajo grado 20
(68.9%) estan vivos y 9 (31.1%) muertos. De los 9 pacientes con astrocitoma de alto grado
aquellos con astrocitoma anaplésico 3 (33%) estan vivos y 4 (44.4%) muertos; los 2
pacientes restantes con glioblastoma multiforme fallecieron. Por localizacion de los 14
pacientes con astrocitoma supratentorial 7 han fallecido y 7 estan vivos (50%). 11 de 15
pacientes (73.3%) estan vivos y 4 (26.7%) han fallecido. Los pacientes con tumor en tallo
cerebral 5 estan vivos y 4 han fallecido, 55% y 45% respectivamente.

Trece pacientes (34.2%) sobre expresaron Bel2 y 25 (65.7%) no lo expresaron.

De acuerdo a la histologia 9 de los 29 (31%) pacientes con histologia de bajo grado sobre
expresaron el oncogén Bcl2 mientas que 4 de los 9 pacientes (44.4%) con astrocitoma de

alto grado lo expresaron.

Por localizacion Bcl2 se sobreexpresé en 3 de 12 (25%) pacientes con astrocitoma fibrilar

sobre expresaron Bcl2, 6 de 11 (54%) pacientes con astrocitoma difuso, 3 de 4 (75%)con
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astrocitoma anaplasico y 1 (50%) paciente con glioblastoma multiforme. Por el tipo de
cirugia realizada, los pacientes a los que se realiz6 biopsia, seis, no sobre expresaron Bcl2,
12 de los 22(54.5%) a los que se realizé reseccion parcial si lo sobre expresaron y 1 de 9
(11.1%) a los que se realizo reseccion total también lo sobreexpreso.

Respecto de la edad 4 de 5 (80%) pacientes menores de 3 afios sobre expresaron esta

proteina y 9 de 20 (45%) pacientes mayores de 3 afios la sobre expresaron.

La sobrevida global de acuerdo al método de Kaplan Meier fue de 56% a 5 afios (grafica 1)

La sobrevida global a 5 afios, de acuerdo a genero, fue de 51% para sexo femenino y 60%
para masculino (p=0.87). Grafica 2.

Por histologia, la sobrevida a 5 afios fue de 44% para los pacientes con astrocitoma fibrilar,
de 76% para los pacientes con astrocitoma difuso, 42% en astrocitoma anapldsico y 0%
para glioblastoma multiforme (p= 0.511). Por bajo y alto grado la sobrevida a 5 afios fue de
60% y 33.3% respectivamente p=0.483. Grafica 3 y 4.

Respecto de la localizacion la sobrevida global a 5 afios fue de 46% para los
supratentoriales, 73% para infratentoriales y 35% tallo cerebral p=0.546% . Grafica 5.

De acuerdo al tipo de cirugia, la sobrevida a 5 afios, fue de 16% a los pacientes a quienes
se realizd biopsia, 72% a los que se realz6 reseccion parcial y 60% para los que se realizd
reseccion total p=0.0036, Grafica 6.

La sobreexpresion del oncogén Bcl2, aquellos con Bel2 positivo tuvieron una sobrevida de
29% mientras que los pacientes que no lo sobre expresaron la sobrevida fue de 64%, p=

0.97 Grafica 7.

20



Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes con diagnostico de astr5ocitoma

N (%)
Mediana 6
Edad
Rango 1-16
Femenino 20
Sexo
Masculino 18
Supratentoriales 14 (36.5%)
Localizacion Infratentoriales 15 (39.4%)
Tallo cerebral 9 (23.6%)
Biopsia 6 (15%)
Tipo de cirugia Reseccion parcial 22 (57.8%)
Reseccion total 10 (26.31%)
Bajo grado 29 (76.3%)
- AF 12 (41.3%)
- AD 17  (58.7%)
Histologia
Alto grado 9 (23.6%)
- AA 7 (77.7%)
- GM 2 (22.2%)
Positiva 13 (34.2%)
Sobreexpresion Bel2
Negativa 25 (65.7)

AF astrocitoma fibrilar AD astrocitoma difuso AA astrocitoma anapldsico GM

glioblastoma multiforme
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Grafica 1. Curva de sobrevida global

Grafica 2. Curva de sobrevida de acuerdo a sexo.
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Grafica 3. Curva de sobrevida de acuerdo a histologia OMS

Grafica4. Curva de sobrevida de acuerdo al grado histologico

23



Grafica 5. Curva de sobrevida de acuerdo a localizacion

Grafica 6. Curva de sobrevida de acuerdo al tipo de cirugia
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Grafica 7. Curva de sobrevida de acuerdo a la expresion de Bel2
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Tabla 2. Sobrevida de los pacientes con diagnostico de astrocitoma

Sexo

Localizacion

Tipo de cirugia

Histologia

Sobreexpresion

Bcl2

Femenino

Masculino

Supratentoriales
Infratentoriales

Tallo cerebral

Biopsia

Reseccion parcial

Reseccion total

Bajo grado
- AF
- AD
Alto grado
- AA
- GM

Positiva

Negativa

Supervivencia

a 5 anos

51%
60%
46%
73%
35%
16%
72%
60%

44%
76%

42%
0%

29%

64%

0.087

0.51

0.03

0.04

0.87

AF astrocitoma fibrilar AD astrocitoma difuso AA astrocitoma anaplasico GM

glioblastoma multiforme
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Discusion

La sobrevida de los pacientes con diagnostico de tumores cerebrales,
especificamente con astrocitoma, es reportada en la mayoria de los estudios internacionales
del 50 al 60% a 5 anos. Esta ha mejorado en los tltimos 15 afios, debido al empleo de
esquemas de quimioterapia mas intensivos, que incluyen farmacos que han probado su
efectividad in vitro e in vivo, tal es el caso del carboplatino, que aunado a la sinergia
existente entre la combinacion de ifosfamida y VP16 ha probado su efectividad en gran
nimero de estudios. La tendencia actual para estos pacientes es el tratamiento
individualizado de acuerdo al riego que tengan, tanto de morir como de respuesta a
tratamientos, para lo cual es muy importante conocer el comportamiento bio-molecular de
estos tumores para poder dirigir de manera mas acertada un tratamiento. Resultado de este
conocimiento, han surgido nuevos fiarmacos, como los antiangiogénicos o aquellos
dirigidos contra factores de crecimiento epitelial o del endotelio vascular que se encuentran
sobre expresados en estas neoplasias®’,*’.

Un campo de estudio, en constante crecimiento, para la explicacion de biologia molecular
en pacientes con tumores cerebrales, es el estudio de la apoptosis o muerte celular
programada. En condiciones normales el desarrollo de un tejido guarda un estrecho
equilibrio entre las células proliferantes y las que se van muriendo (via apoptosis) 6 bien
que se diferencian, al presentar una alteracion, ya sea aumento de la proliferacion 6
inhibicion de la apoptosis, estas células, rompen esta homeostasis y tienden a
inmortalizarse, y si este programa de perdida celular se altera, las células continian en

) . . .31
proliferacion de manera indefinida”" .

Bcl2 es una familia, compuesta de 19 genes, que pueden promover o inhibir la apoptosis,
dentro de los miembros de esta familia se encuentran BAX que favorece la apoptosis y
Bcl2 que la inhibe. Se encuentra localizado en el cromosoma 18. Las proteinas de este gen,
ejercen un efecto inhibidor sobre la permeabilizacion de la membrana mitocondrial, que
libera el citocromo ¢ hacia el citoplasma de la célula, el cual a su vez inicia la via intrinseca

de la apoptosis a través de la activacion de las caspasas 7.
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Bcl2 es un proto-oncogén que prolonga la sobrevida de las células, al bloquear la
apoptosis, y esta inhibicion puede promover la trasformacion neoplasica.
Trabajos recientes realizados por Steght se ha demostrado que aquellos pacientes que

. . . . .32
sobreexpresan el bel2 previenen la muerte celular inducida por radioterapia’”.

Esta molécula a pesar de no ser nueva, dado que desde el 1988 se habia visto sobre-
expresada en pacientes con LNH y fue hasta fines de los 90s que se atribuyo un rol en la
oncogeénesis.

En el presente trabajo la expresion de este oncogén, se manifestd de manera mas frecuente
en aquellos pacientes portadores de astrocitoma de alto grado (49%), con respecto de
aquellos pacientes portadores de un astrocitoma de bajo en el cual estuvo presente en el
30%. A pesar de no existir significancia estadistica, si la hay clinica.

Lo anteriormente expuesto se corrobora al hacer una correlacion, entre la sobreexpresion de
oncogén Bcl2 y la sobrevida, en la cual encontramos una sobrevida de 64%, a 5 afios para
pacientes que no expresaban esta oncogén vs 29% que presentaban (P=0.76).
Consideramos que existe significancia clinica con un OR para fallecer de 1.5 para los
pacientes que sobre expresan Bcl2, es importante considerar también, que el porcentaje de
la sobreexpresion dado que aquellos que presentaron mas de 25 % de sobreexpresion
presentaron SV de 31% a 10 afios vs 66% para aquellos que no lo expresaron.

En este trabajo resulta importante mencionar que se corrobora, lo que en multiples estudios
se ha expuesto, el tipo de cirugia realizada en estos pacientes, lo cual se reflejo en la
sobrevida, al presentar 64% de supervivencia a 5 afios para los pacientes sometidos a
reseccion parcial o total vs 16% de aquellos en quienes se realizé biopsia (p=0.003).

Por histologia, se corroboré un peor prondstico, para el grupo de pacientes con
glioblastoma multiforme, la cual fue de 0% a 5 afos vs 76% y 58% para bajo grado (difuso
y fibrilar).

Consideramos que el presente trabajo es de utilidad, no obstante debemos ser juiciosos al
tratar de incorporar los nuevos biomarcadores moleculares como factores prondstico, en

este tipo de pacientes.
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Debe conocerse a profundidad el comportamiento biologico de estos tumores para poder
dirigir una terapia adecuada al riesgo, sin embargo, continian existiendo factores
prondsticos clinicos y quirtrgicos ya establecidos que siguen vigentes.

El continuar con este trabajo e incrementar la muestra de pacientes, sera importante para
tratar de disminuir el error estadistico, por tamafio de muestra y contribuira al mejor
entendimiento del comportamiento de este tipo de pacientes.

A pesar de que algunos autores como Tyagi mencionan a Bcl2 como factor prondstico
importante, encontrando en su estudio una diferencia estadistica, en cuanto a la expresion
de este oncogén en el tejido tumoral resecado al compararlo con el parénquima cerebral
adyacente™.

Y aunque tampoco se encontrd una correlacion con el grado histopatologico, si se considera
a la sobreexpresion de este oncogén, como un evento molecular importante que hace a estos
tumores quimio y radio resistentes. Lo anterior corrobora y nos ayuda a concluir la
importancia de este trabajo, en el cual el entendimiento biomolecular, nos dicta la pauta
terapéutica, esto es la sobreexpresion de BCL2, que aunado a la biopositividad de otros
marcadores, nos pueden determinar el empleo de un esquema de quimioterapia mas

intensivo con respecto de lo pacientes con tumores que sean negativos a estos marcadores.
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Anexo 1

TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA DETERMINACION DE BCL2

Se realizaran cortes de 4 micras de los bloques de parafina, los que se colocaran sobre

laminillas cargas con testigo positivo para BCL2

Previo a la inmunotincion, las muestras de tejido se desparafinan en estufa a 60 por 2 horas
y se incluyen en xilol para posteriormente hidratarlas en alcoholes graduales (90°, 80° y

70°).

Se realizara recuperacion de sitios antigénicos utilizando una solucion de citrato buffer
previamente diluido al 1:10 con pH de 6 en autoclave, durante 5 minutos y se colocaran en

estufa a 125° C por 5 min y se realizara inmunohistoquimica

El proceso de inmunotincion se inicia con la aplicacion de 200 microlitros de reactivo
bloqueante de peroxidasa endogena metanol-H202 al 3% previamente preparado y se
incuban las muestras durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se bloqued la colagena

con 200 microlitros de una solucion de suero de caballo al 20% durante 15 minutos.

Se utilizara reactivo de oncoproteina Bcl2 a dilucion 1:50, utilizando como control positivo

tejido de amigdala.

Se revelara la reaccion introduciendo las muestras en una solucion de sustrato cromogeno
DAB preparada unos minutos antes de usar e inmediatamente se llevara la muestra a estufa
de 37°C, durante 3 minutos. Las laminillas se tifiiran con hematoxilina de Harris durante

12-15 segundos para contrastar.
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Anexo 2

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Folio

Nombre

Filiacion

Edad : Afos Meses

Sexo Masculino () Femenino( )
Diagnostico
PQ

Localizacion

Fecha de diagnostico

Fecha de ultima cita

Fecha de recaida

Fecha de defuncion

Causa de defuncion:

Expresion Bcl2: presente ( ) Ausente ( )
QT recibida

Numero de ciclos

Radioterapia si( ) No( )

Numero de sesiones Gy

Cirugia: Total subtotal biopsia
Respuesta a quimioterapia: Completa ( ) Parcial( )EE( )EP( )

RC: 100% desaparicion del tumor
RP: 50 a 99% reduccion tumoral
EE: menos de 50% de reduccion tumoral

EP: mas de 25% de progresion tumoral
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